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ORIGINAL 



La presente invention concerne des adenovirus recombinants comprenant une 
sequence d'ADN codant pour la glutathion peroxydase et ses utilisations en therapie 
genique. 

5 La glutathion peroxydase est une des enzymes qui intervient activement dans la 

regulation des concentrations en radicaux libres derives de l'oxygene, formes lors de 
divers processus physiologiques ou pathologiques. 

Normalement, la formation de ces radicaux, hautement reactifs, comme l'anion 
superoxyde, le peroxyde d'hydrogene et le radical hydroxyle est controlee comme suit: 
10 l'anion superoxyde est rapidement converti en peroxyde d'hydrogene, grace a la 
superoxyde dismutase, puis ce peroxyde d'hydrogene est converti en oxygene et eau, 
par la catalase ou en particulier la glutathion peroxydase. 

Habituellement, ces enzymes sont presentes dans pratiquement tous les tissus. 
Toutefois, sous certaines conditions, ces mecanismes de regulation ne sont pas 
15 totalement efficaces. En particulier, il peut exister un desequilibre entre leurs 
concentrations respectives, par exemple une concentration excessive en superoxyde 
dismutase comparativement a la quantite disponible de glutathion peroxydase, ce qui 
conduit a une production pathologique de peroxyde d'hydrogene et de radicaux libres 
(radicaux hydroxyle en particulier). 
20 Ces radicaux libres peuvent directement induire une peroxydation des lipides 

menbranaires, inactiver les enzymes en peroxydant leurs groupements sulfhydryle, 
depolymeriser des polysaccharides et/ou endommager des acides nucleiques, 
entrainant dans tous les cas des pathologies graves. lis peuvent etre ainsi a l'origine 
d'inflammations, d'emphysemes, de neoplasmes et/ou de retinopathies. lis semblent 
25 egalement etre impliques dans l'atherosclerose, l'ischemie cerebrate, les traumatismes 
craniens, le syndrome de detresse respiratoire, les maladies cardiovasculaires, le 
diabete, la cirrhose du foie et la formation de cataractes ainsi que dans le processus de 
vieillissement. Les radicaux libres seraient egalement lies au processus d'apoptose et 
pourraient intervenir dans la mort cellulaire accompagnant le syndrome 
30 d'immunodeficience acquise (SID A), [The J. of Biol. Chem., 269, 2(14), 798-801, 
(1994).] Plus recemment, il a ete mis en evidence que des reactions entre ces radicaux 
ou avec des neurotransmetteurs conduisaient a la formation de neurotoxines 
endogenes. Les radicaux libres sont done egalement impliques dans des pathologies 
neurologiques comme la maladie d'Alzheimer, la maladie de Parkinson, la sclerose 
35 laterale amyotrophique (ALS) et/ou la trisomie 21. 
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En consequence, il serait particulierement precieux de disposer aujourd'hui de 
medicaments qui puissent accroitre ou reguler la concentration en glutathion 
peroxydase au niveau de l'organisme et qui soient done efficaces pour traiter 
l'ensemble des pathologies precitees. 
5 La presente invention reside precisement dans la mise au point de vecteurs 

particulierement efficaces pour delivrer in vivo et de maniere localises des quantites 
therapeutiquement actives du gene specifique codant pour la glutathion peroxydase ou 
l'un de ses derives. 

Dans la demande correspondante n° PCT/EP93/02519, il a ete montre que les 
10 adenovirus pouvaient etre utilises comme vecteur pour le transfert d'un gene etranger 
in vivo dans le systeme nerveux et l'expression de la proteine correspondante. 

La presente invention conceme plus particulierement des constructions 
nouvelles, particulierement adaptees et efficaces pour controler l'expression de la 
glutathion peroxydase. 

15 Plus precisement, elle se rapporte a un adenovirus recombinant comprenant 

une sequence d'ADN propre a controler l'expression d'une glutathion peroxydase, son 
utilisation pour des traitements therapeutiques et/ou la prevention de diverses 
pathologies. 

La demanderesse a ainsi mis en evidence qu'il est possible de construire des 
20 adenovirus recombinants contenant une sequence codant pour une glutathion 
peroxydase, d'administrer ces adenovirus recombinants in vivo, et que cette 
administration permet une expression stable et localisee de quantites 
therapeutiquement actives de la glutathion peroxydase in vivo. 

Un premier objet de l'invention reside done dans un adenovirus recombinant 
25 defectif comprenant au moins une sequence d'ADN codant pour tout ou une partie 
active d'une glutathion peroxydase ou l'un de ses derives. 

Au sens de la presente invention on entend designer par glutathion 
peroxydase toute enzyme possedant l'activite de la glutathion peroxydase. A titre 
illustratif de ces enzymes on peut en particulier citer chez l'homme les glutathions 
30 peroxydases, GPX1 , GPX2, GPX3 et GPX4. Les GPXlet GPX4 sont exprimees dans 
la plupart des tissus avec une nette preponderance dans les erythrocytes, le foie et le 
rein, pour GPXKChambers et al; EMBO J 5: 1221-1227 (1986)) et les testicules pour 
GPX4 [Roveri et al; J. Biol. Chem. 267:6142-6146 (1992)]. GPX3 est produite dans 
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le rein, le poumon, le coeur, le sein, le placenta ainsi que dans le foie (Chu et al. Blood 
79: 3233.3238 (1992)) quant a la GPX2, elle a principalement ete mise en evidence 
dans les tissus gastrointestinaux et dans le foie [Chu et al. J. Biol. Chem. 268- 2571- 
257 (1993)]. 

5 La glutathion peroxydase produite dans le cadre de la presente invention peut 

etre une glutathion peroxydase humaine ou animate. II peut en particulier s'agir de la 
glutathion peroxydase bovine. 

La sequence d'ADN codant pour la glutathion peroxydase, utilisee dans le 
cadre de la presente invention peut etre un ADNc, un ADN genomique (ADNg), ou 
10 une construction hybride consistant par exemple en un ADNc dans lequel seraient 
inseres un ou plusieurs introns. La sequence nucleique de l'ADNc codant pour la 
glutathion peroxydase humaine a ete decrite par [Mullenbach et al., Oxy-Radicals in 
Molecular Biology and Pathology, 313-326, (1988)]. II peut egalement s'agir de 
sequences synthetiques ou semisynthetiques. 

De maniere particulierement avantageuse, on utilise un ADNc ou un ADNg. 
Selon un mode prefere de l'invention, il s'agit une sequence d'ADN 
genomique (ADNg) codant pour une glutathion peroxydase. Son utilisation peut 
permettre une meilleure expression dans les cellules humaines. 

Bien entendu, prealablement a son incorporation dans un vecteur adenovirus 
selon l'invention, la sequence d'ADN peut etre avantageusement modifiee, par exemple 
par mutagenese dirigee, en particulier pour l'insertion de sites de restriction appropries. 
Les sequences decrites dans l'art anterieur ne sont en effet pas construites pour une 
utilisation selon l'invention, et des adaptations prealables peuvent s'averer necessaires, 
pour obtenir des expressions importantes. 

25 Au sens de la presente invention, on entend par derive, toute sequence 

obtenue par modification et codant pour un produit conservant l'une au moins des 
proprietes biologiques de la glutathion peroxydase. Par modification, on doit entendre 
toute mutation, substitution, deletion, addition ou modification de nature genetique 
et/ou chimique. Ces modifications peuvent etre realisees par les techniques connues de 

30 l'homme du metier (voir techniques generates de biologie moleculaire ci-apres). Les 
derives au sens de l'invention peuvent egalement etre obtenus par hybridation a partir 
de banques d'acides nucleiques, en utilisant comme sonde la sequence native de la 
glutathion peroxydase ou un fragment de celle-ci. 
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Ces derives sont notamment des molecules ayant une plus grande affinite 
pour leurs sites de fixation, des sequences permettant une expression amelioree in 
vivo des molecules presentant une plus grande resistance aux proteases, des molecules 
ayant une efficacite therapeutique plus grande Q u des effets secondaires mouidres. ou 

5 eventuellement de nouvelles proprietes biologiques. 

Parmi les derives preferes, on peut citer plus particulierement les vanants 
naturels, les molecules dans lesquelles un ou plusieurs residus ont ete substitues, les 
derives obtenus par deletion de regions n'intervenant pas ou peu dans Interaction avec 
les sites de liaison considers ou exprimant une activite indesirable, et les derives 

10 comportant par rapport a la sequence native des residus supplemental, tels que par 
exemple un signal de secretion et/ou un peptide de jonction. 

La sequence d'ADN, codant pour tout ou partie d'une glutathion peroxydase 
ou Vun de ses derives, peut egalement etre une sequence antisens, dont l'expression 
dans la cellule cible permet de controler l'expression de cette enzyme. 
15 Preferentiellement, la sequence d'ADN heterology comporte un gene codant pour un 
ARN antisens capable de controler la traduction de l'ARNm correspondant. La 
sequence antisens peut etre tout ou seulement une partie de la sequence d'ADN, 
codant pour une glutathion peroxydase, inseree dans Indentation inverse dans le 

vecteur selon r invention. 
20 Selon un mode de realisation de l'invention, la sequence d'ADN, codant pour 

une glutathion peroxydase ou Vun de ses derives, peut egalement integrer un signal de 
secretion permettant de diriger la glutathion peroxydase synthetisee dans les voies de 
secretion des cellules infectees. De cette maniere, la glutathion peroxydase synthetisee 
est avantageusement liberee dans les compartiments extracellulaires. 
25 Avantageusement, la sequence codant pour la glutathion peroxydase est 

placee sous le controle de signaux permettant don expression dans les cellules cibles. 
Preferentiellement, il s'agit de signaux depression heterologues, c'est-a-dire de 
signaux differents de ceux naturellement responsables de l'expression de la glutathion 
peroxydase. II peut s'agir en particulier de sequences responsables de l'expression 
30 d'autres proteines, ou de sequences synthetiques. Notamment, il peut s'agir de 
sequences promotrices de genes eucaryotes ou viraux. Par exemple. il peut s'agir de 
sequences promotrices issues du genome de la cellule que l'on desire infecter. De 
meme il peut s'agir de sequences promotrices issues du genome d'un virus, y compns 
l'adenovirus utilise. A cet egard. on peut citer par exemple les promoteurs E1A, MLP, 
35 CMV, LTR-RSV, etc. En outre, ces sequences d'expression peuvent etre modifiees 



par addition de sequences ^activation, de regulation, ou permettant une expression 
tissu-specifique. D peut en effet etre particulierement interessant d'utiliser des signaux 
^expression actifs specifiquement ou majoritairement dans les cellules cibles, de 
maniere a ce que la sequence d'ADN ne soit exprimee et ne produise son effet que 
lorsque le virus a eff ectivement inf ecte une cellule cible. 

Dans un premier mode de realisation particulier, l'invention conceme un 
adenovirus recombinant defectif comprenant une sequence d'ADNc ou ADN8 codant 
pour une glutathion peroxydase bovine sous le controle du promoteur LTR-RSV. 

Dans un autre mode de realisation particulier, l'invention conceme un 
adenovirus recombinant defectif comprenant une sequence d'ADNg codant pour la 
glutathion peroxydase humaine sous le controle du promoteur LTR-RSV. 

Un mode particulierement prefere de mise en oeuvre de la presente invention 
reside dans un adenovirus recombinant defectif comprenant les sequences ITR, une 
sequence permettant l'encapsidation, une sequence d'ADN codant pour la glutathion 
peroxydase humaine ou un derive de celle-ci sous le controle d'un promoteur 
permettant une expression majoritaire dans les tissus cibles et dans lequel le gene El et 
au moins un des genes E2, E4, L1-L5 est non fonctionneL 

Les adenovirus defectifs selon l'invention sont des adenovirus incapables de se 
repliquer de fagon autonome dans la cellule cible. Generalement, le genome des 
adenovirus defectifs utilises dans le cadre de la presente invention est done depourvu 
au moins des sequences necessaires a la replication dudit virus dans la cellule infectee. 
Ces regions peuvent etre soit eliminees (en tout ou en partie), soit rendues non- 
fonctionnelles, soit substitutes par d'autres sequences et notamment par la sequence 
d'ADN codant pour la glutathion peroxydase. 

Preferentiellement, le virus defectif de l'invention conserve les sequences de 
son genome qui sont necessaires a l'encapsidation des particules virales. Encore plus 
preferentiellement, comme indique ci-avant, le genome du virus recombinant defectif 
selon l'invention comprend les sequences ITR, une sequence permettant 
l'encapsidation, le gene El non fonctionnel et au moins un des genes E2, E4, L1-L5 
non fonctionnel. 

- II existe differents serotypes d'adenovirus, dont la structure et les proprietes 
varient quelque peu. Parmi ces serotypes, on prefere utiliser dans le cadre de la 
presente invention les adenovirus humains de type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5) ou les 
adenovirus d'origine animale (voir demande FR 93 05954). Parmi les adenovirus 
d'origine animale utilisables dans le cadre de la presente invention on peut citer les 
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adenovirus d'origine canine, bovine, murine, [exemple : Mavl, Beard et al.. Virology 
75 (1990) 81], ovine, porcine, aviaire ou encore simienne (exemple : SAV). De 
preference, l'adenovirus d'origine animale est un adenovirus canin, plus 
preferentiellement un adenovirus CAV2 [souche manhattan ou A26/61 (ATCC VR- 
5 800) par exemple]. De preference, on utilise dans le cadre de l'invention des 
adenovirus d'origine humaine ou canine ou mixte. 

Les adenovirus recombinants defectifs selon l'invention peuvent etre prepares 
par toute technique connue de l'homme du metier (Levrero et al., Gene 101 (1991) 

10 195, EP 185 573; Graham, EMBO J. 3 (1984) 2917). En particulier, ils peuvent etre 
prepares par recombinaison homologue entre un adenovirus et un plasmide portant 
entre autre la sequence d'ADN codant pour la glutathion peroxydase. La 
recombinaison homologue se produit apres co-transfection desdits adenovirus et 
plasmide dans une lignee cellulaire appropriee. La lignee cellulaire utilisee doit de 

15 preference (i) etre transformable par lesdits elements, et (ii), comporter les sequences 
capables de complementer la partie du genome de l'adenovirus defectif, de preference 
sous forme integree pour eviter les risques de recombinaison. A titre d'exemple de 
lignee, on peut mentionner la lignee de rein embryonnaire humain 293 (Graham et al., 
J. Gen. Virol. 36 (1977) 59) qui contient notamment, integree dans son genome, la 

20 partie gauche du genome d'un adenovirus Ad5 (12 %). Des strategies de construction 
de vecteurs derives des adenovirus ont egalement ete decrites dans les demandes n° 
FR 93 05954 et FR 93 08596 qui sont incorporees a la presente demande par 
reference. 

Ensuite, les adenovirus qui se sont multiplies sont recuperes et purifies selon 
25 les techniques classiques de biologie moleculaire, comme illustre dans les exemples. 

Les proprietes particulierement avantageuses des vecteurs de l'invention 
decoulent notamment de la construction utilisee (adenovirus defectif, delete de 
certaines regions virales). du promoteur utilise pour l'expression de la sequence codant 
pour la glutathion peroxydase (promoteur viral ou tissu-specifique de preference), et 
30 des methodes d'aministration dudit vecteur, permettant l'expression efficace et dans les 
tissus.appropries de ladite enzyme. . 

La presente invention conceme egalement toute utilisation d'un adenovirus tel 
que decrit ci-dessus pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee au 
traitement et/ou a la prevention des pathologies precedemment citees. Plus 



particulierement, elle concerne toute utilisation de ces adenovirus pour la preparation 
d'une composition pharmaceutique destinee au traitement et/ou a la prevention des 
maladies neurodegeneratives comme par exemple la maladie de Parkinson, la maladie 
d'Alzheimer, la sclerose laterale amyotrophique (ALS), et la trisomie 21. Us peuvent 
etre egalement avantageusement utilises dans le traitement de l'atherosclerose, les 
maladies cardiovasculaires, la cirrhose du foie, le diabete, la formation de cataracte, 
1'ischernie cerebrale, les traumatismes craniens, le syndrome de detresse respiratoire 
(ARDS), les maladies liees a une deficience immunitaires, les cancers ainsi que dans le 
processus de vieillissement. 

La presente invention concerne egalement une composition pharmaceutique 
comprenant un ou plusieurs adenovirus recombinants defectifs tels que decrits 
precedemment. Ces compositions pharmaceutiques peuvent etre formulees en vue 
^administrations par voie topique, orale, parenterale, intranasals intraveineuse, 
intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, transderrnique, etc. De preference, les 
compositions pharmaceutiques de l'invention contiennent un vehicule pharmaceu- 
tiquement acceptable pour une formulation injectable, notamment pour une injection 
directe chez le patient. II peut s'agir en particulier de solutions steriles, isotoniques, ou 
de compositions seches, notamment lyophiiisees, qui, par addition selon le cas d'eau 
sterilisee ou de serum physiologique, permettent la constitution de solutes injectables. 

A cet egard, l'invention concerne egalement une methode de traitement des 
maladies neurodegeneratives comprenant l'administration a un patient d*un adenovirus 
recombinant tel que defini ci-avant. Plus particulierement, Tinvention concerne une 
methode de traitement des maladies neurodegeneratives comprenant Tadministration 
stereotaxique d'un adenovirus recombinant tel que defini ci-avant. 

Les doses d'adeno virus recombinant defectif utilisees pour 1'injection peuvent 
etre adaptees en fonction de differents parametres, et notamment en fonction du mode 
d'administration utilise, de la pathologie concernee ou encore de la duree du traitement 
recherchee. D'une maniere generale, les adenovirus recombinants selon l'invention sont 
formules et administres sous forme de doses comprises entre 10 4 et 10 14 pfu/ml, et de 
preference 10 6 a 10 10 pfu/ml. Le terme pfu ("plaque forming unit") correspond au 
pouvoir infectieux d'une solution de virus, et est determine par infection d'une culture 
cellulaire appropriee, puis mesure, generalement apres 48 heures, du nombre de plages 
de cellules infectees. Les techniques de determination du titre pfu d*une solution virale 
sont bien documentees dans la litterature. 
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Un autre objet de l'invention concerne toute cellule de mammifere infectee par 
un ou plusieurs adenovirus recombinants defectifs tels que decrits ci-dessus. Plus 
particulierement, l'invention conceme toute population de cellules humaines infectee 
par ces adenovirus. II peut s'agir en particulier de fibroblastes, myoblastes, 

5 hepatocytes, keratinocytes, cellules endotheliales, cellules Gliales, etc. 

Les cellules selon l'invention peuvent etre issues de cultures primaires. Celles- 
ci peuvent etre prelevees par toute technique connue de 1'homme du metier, puis mises 
en culture dans des conditions permettant leur proliferation. S'agissant plus 
particulierement de fibroblastes, ceux-ci peuvent etre aisement obtenus a partir de 

10 biopsies, par exemple selon la technique decrite par Ham [Methods Cell.Biol. 21a 
(1980) 255]. Ces cellules peuvent etre utilisees directement pour l'infection par les 
adenovirus, ou conservees, par exemple par congelation, pour l'etablissement de 
banques autologues, en vue d'une utilisation ulterieure. Les cellules selon l'invention 
peuvent egalement etre des cultures secondaires, obtenues par exemple a partir de 

15 banques preetablies. 

Les cellules en culture sont ensuite infectees par des adenovirus 
recombinants, pour leur conferer la capacite de produire de la glutathion peroxydase. 
L'infection est realisee in vitro selon des techniques connues de 1'homme du metier. En 
particulier, selon le type de cellules utilise et le nombre de copies de virus par cellule 

20 desire, 1'homme du metier peut adapter la multiplicity defection. II est bien entendu 
que ces etapes doivent etre effectuees dans des conditions de sterilite appropriees 
lorsque les cellules sont destinees a une administration in vivo. Les doses d'adenovirus 
recombinant utilisees pour l'infection des cellules peuvent etre adaptees par 1'homme 
du metier selon le but recherche. Les conditions decrites ci-avant pour l'administration 

25 in vivo peuvent etre appliquees a l'infection in vitro. 

Un autre objet de l'invention concerne un implant comprenant des cellules 
mammifere infectees par un ou plusieurs adenovirus recombinants defectifs telles que 
decrites ci-dessus, et une matrice extracellulaire. Preferentiellement, les implants selon 
l'invention comprennent 10 5 a 10 10 cellules. Plus preferentiellement, ils en 
30 comprennent 10 6 a 10^. 

' Plus particulierement, dans les implants de l'invention, la matrice 
extracellulaire comprend un compose gelifiant et eventuellement un support 
permettant l'ancrage des cellules. 



Pour la preparation des implants selon l'invention, differents types de 
gelifiants peuvent etre employes. Les gelifiants sont utilises pour l'inclusion des cellules 
dans une matrice ayant la constitution d'un gel, et pour favoriser l'ancrage des cellules 
sur le support, le cas echeant. Differents agents d'adhesion cellulaire peuvent done etre 
utilises comme gelifiants, tels que notamment le collagene, la gelatine, les 
glycosaminoglycans, la fibronectine, les lectines, l'agarose etc. 

Comme indique ci-avant, les compositions selon l'invention comprennent 
avantageusement un support permettant l'ancrage des cellules. Le terme ancrage 
designe toute forme d'interaction biologique et/ou chimique et/ou physique entrainant 
I'adhesion et/ou la fixation des cellules sur le support. Par ailleurs, les cellules peuvent 
soit recouvrir le support utilise, soit penetrer a l'interieur de ce support, soit les deux. 
On prefere utiliser dans le cadre de l'invention un support solide, non toxique et/ou 
bio-compatible. En particulier, on peut utiliser des fibres de polytetrafluoroethylene 
(FIFE) ou un support d'origine biologique. 

Les implants selon l'invention peuvent etre implantes en differents sites de 
l'organisme. En particulier, l'implantation peut dtre effectuee au niveau de la cavite 
peritoneale, dans le tissu sous-cutane (region sus-pubienne, fosses iliaques ou 
inguinales, etc), dans un organe, un muscle, une tumeur, le systeme nerveux central, 
ou encore sous une muqueuse. Les implants selon l'invention sont particulierement 
avantageux en ce sens qu'ils permettent de controler la liberation du produit 
therapeutique dans l'organisme : Celle-ci est tout d'abord determinee par la multiplicite 
d'infection et par le nombre de cellules implantees. Ensuite, la liberation peut etre 
controlee soit par le retrait de l'implant, ce qui arrete definitivement le traitement, soit 
par l'utilisation de systemes d'expression regulable, permettant d'induire ou de reprimer 
l'expression des genes therapeutiques. 

La presente invention fournit ainsi des vecteurs viraux utilisables directement 
en therapie genique, particulierement adaptes et efficaces pour diriger l'expression de 
la glutathion peroxydase in vivo. La presente invention offre ainsi une nouvelle 
approche particulierement avantageuse pour le traitement et/ou la prevention de 
nombreuses pathologies comme celles citees precedemment. 

Les vecteurs adenoviraux selon l'invention presentent en outre des avantages 
importants, lies notamment a leur tres haute efficacite d'infection des cellules cibles, 
permettant de realiser des infections a partir de faibles volumes de suspension virale. 
De plus, l'infection par les adenovirus de l'invention est tres localisee au site d'injection, 
ce qui evite les risques de diffusion aux structures cerebrales voisines. Ce traitement 
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peut concerner aussi bien Fhomme que tout animal tel que les ovins, les bovins, les 
murins, les animaux domestiques (chiens, chats, etc), les chevaux, les poissons, etc. 

On peut en outre, parfaitement envisager de proceder a une administration 
conjointe d'un adenovirus selon l'invention avec au moins un second adenovirus 
5 comportant un gene codant pour une des formes de la superoxyde dismutase ou la 
catalase. 

Les exemples sont presentes ci-apres a titre illustratif et non limitatif du 
domaine de l'invention. 

10 

TWhnirjnes gener als rift hiolnpi* mnleculaire 

Les methodes classiquement utilisees en biologie moleculaire telles que les 
extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de cesium, relectrophorese sur gels d'agarose ou d'acrylamide, la 
15 purification de fragments d'ADN par electroelution, les extraction de proteines au 
phenol ou au phenol-chloroforme, la precipitation d'ADN en milieu salin par de 
l'ethanol ou de l'isopropanol, la transformation dans Escherichia coli, etc ... sont bien 
connues de l'homme de metier et sont abondamment decrites dans la litterature 
[Maniatis T. et al., "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor 
20 Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1982; Ausubel F.M. et al. (eds), "Current 
Protocols in Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987]. 

Les plasmides de type pBR322, pUC et les phages de la serie M13 sont 
d'origine commerciale (Bethesda Research Laboratories). 

Pour les ligatures, les fragments d'ADN peuvent etre separes selon leur taille 
25 par electrophorese en gels d'agarose ou d'acrylamide, extraits au phenol ou par un 
melange phenol/chloroforme, precipites a l'ethanol puis incubes en presence de l'ADN 
ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandations du fournisseur. 

Le remplissage des extremites 5* proeminentes peut etre effectue par le 
fragment de Klenow de l'ADN Polymerase I d'E. coli (Biolabs) selon les specifications 
30 du fournisseur. La destruction des extremites 3' proeminentes est effectuee en presence 
de l'ADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utilisee selon les recommandations du 
f abricant. La destruction des extremites 5' proeminentes est effectuee par un traitement 
menage par la nuclease SI. 

La mutagenese dirigee in vitro par oligodeoxynucleotides synthetiques peut 
35 etre effectuee selon la methode developpee par Taylor et al. [Nucleic Acids Res. 12 
(1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribue par Amersham. 
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^amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique dite de PCR 
[Eolymerase-catalyzed Chain Reaction, Saiki R.K. et al., Science 2J0_ (1985) 1350- 
1354; Mullis K.B. et Falcona F.A., Meth. Enzym. 155 (1987) 335-350] peut etre 
effectuee en utilisant un "DNA thermal cycler" (Perkin Elmer Cetus) selon les 
specifications du f abricant. 

La verification des sequences nucleotidiques peut etre effectuee par la methode 
developpee par Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74 (1977) 5463-5467] en 
utilisant le kit distribue par Amersham. 

Exemples 

Exemple 1 : Protocole de construction du vecteur pLTRIX-bGPx 



Ce vecteur contient la sequence codant pour la GPx bovine sous controle du LTR du 
virus RSV, ainsi que des sequences de l'adenovirus permettant la recombinaison in 
vivo. L'ADNc utilise est decrit dans [Mullenbach et al., Oxy-Radicals in Molecular 
15 Biology and Pathology, 313-326, (1988)]. 

L'ADN est insere dans le site BamHI d'un plasmide Bluescript. Une sequence de 
polyadenylation a ete introduce dans le site Xhol de ce plasmide. Ce dernier est 
identifie par SK-bGPx-PolyA. 

Le vecteur pLTRIX-bGPx est obtenu en introduisant dans le site EcoRV du plasmide 
20 pLTRIX un insert obtenu par coupure de SK-bGPx-PolyA 
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Exemple 2 : Construction d adenovirus recombinants contenant une sequence 
codant pour la glutathion peroxydase bovine. 

Le vecteur pLTRIX-bGPx est linearise et cotransfecte avec un vecteur 
adenoviral deficient, dans les cellules helper (lignee 293) apportant en trans les 
fonctions codees par les regions El (El A et E1B) d'adenovirus. 

Plus precisement, l'adenovirus Ad-bGPx a ete obtenu par recombinaison 
homologue in vivo entre l'adenovirus mutant Ad-dU324 (Thimmappaya et al., Cell 31 
(1982) 543) et le vecteur pLTR IX-bGPx, selon le protocole suivant : le plasmide 
pLTR IX-bGPx et l'adenovirus Ad-dll324, linearise par renzyme Clal, ont ete co- 
transfectes dans la lignee 293 en presence de phosphate de calcium, pour permettre la 
recombinaison homologue. Les adenovirus recombinants ainsi generes ont ete 
selectionnes par purification sur plaque. Apres isolement, l'ADN de l'adenovirus 
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recombinant a ete amplifie dans la lignee cellulaire 293, ce qui conduit a un sumageant 
de culture contenant l'adenovirus defectif recombinant non purifie ayant un titre 

d'environ lO* 0 pfu/ml. 

Les particules virales sont ensuite purifiees par centrifugation sur gradient. 
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REVENDTPATTONS 

1. Adenovirus recombinant defectif comprenant au moins une sequence 
d'ADN codant pour tout ou une partie active d'une glutathion peroxydase ou l'un de 
ses derives. 

2. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce que la sequence 
d'ADN est une sequence d'ADNc. 

3. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce que la sequence 
d'ADN est une sequence d'ADNg. 

4. Adenovirus selon la revendication 1, 2 ou 3 caracterise en ce que la 
sequence d'ADN code pour une glutathion peroxydase bovine. 

5. Adenovirus selon la revendication 1, 2 ou 3 caracterise en ce que la 
sequence d'ADN code pour une glutathion peroxydase humaine. 

6. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce que la sequence 
d'ADN est une sequence antisens dont l'expression permet de controler 1'expression du 
gene codant pour la glutathion peroxydase. 

7. Adenovirus selon la revendication 6 caracterise en ce qu'il s'agit d'un gene 
codant pour un ARN antisens capable de controler la traduction de l'ARNm d'une 
glutathion peroxydase. 

8. Adenovirus selon l'une des revendications 1 a 7 caracterise en ce que la 
sequence d'ADN est placee sous le controle de signaux permettant son expression 
dans les cellules cibles. 

9. Adenovirus selon la revendication 8 caracterise en ce que les signaux 
d'expression sont choisis parmi les promoteurs viraux, de preference parmi les 
promoteurs El A. MLP, CM V et LTR-RSV. 

. 10. Adenovirus selon la revendication 1 comprenant une sequence d'ADNg 
ou d'ADNc codant pour une glutathion peroxydase bovine sous le controle d'un 
promoteur LTR-RSV. 
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11. Adenovirus selon la revendication 1 comprenant une sequence d'ADNg 
ou d'ADNc codant pour une glutathion peroxydase humaine sous le controle d'un 
promoteur LTR-RSV. 

12. Adenovirus selon Tune des revendications 1 a 11 caracterise en ce qu'il est 
depourvu des regions de son genome qui sont necessaires a sa replication dans la 
cellule cible. 

13. Adenovirus selon la revendication 12 caracterise en ce qu'il comprend les 
ITR et une sequence permettant l'encapsidation, et dans lequel le gene El et au moins 
un des genes E2, E4, L1-L5 sont non fonctionnels. 

14. Adenovirus selon la revendication 12 ou 13 caracterise en ce qu ! il sagit 
d'un adenovirus humain de type Ad 2 ou Ad 5 ou canin de type CAV-2. 

15. Utilisation d'un adenovirus selon Tune des revendications 1 a 14 pour la 
preparation d'une composition pharmaceutique destinee au traitement et/ou a la 
prevention des maladies neurodegeneratives. 

16. Utilisation selon la revendication 15 pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique destinee au traitement et/ou a la prevention des maladies 
de Parkinson, Alzheimer, Huntington, ALS, de la trisomie 21, de l'atherosclerose, des 
maladies cardiovasculaires,de la cirrhose du foie, du diabete, de la formation de 
cataracte, l'ischemie cerebrale, des traumatismes craniens, de syndrome de detresse 
respiratoire (ARDS), des cancers ainsi que du processus de vieillissement. 

17. Composition pharmaceutique comprenant un ou plusieurs adenovirus 
recombinants defectifs selon Tune des revendications 1 a 15. 

18. Composition pharmaceutique selon la revendication 17 caracterisee en ce 
qu'elle est sous forme injectable. 

19. Composition pharmaceutique selon Tune des revendications 17 a 18 
caracterisee en ce qu'elle comprend entre 10 4 et 10 14 pfu/ml, et de preference 10 6 a 
10 10 pfu/ml adenovirus recombinants defectifs. 

20. Cellule de mammifere infectee par un ou plusieurs adenovirus 
recombinants defectifs selon Tune des revendications 1 a 14. 



ORIGINAL 
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21. Cellule selon la revendication 20 caracterisee en ce qu'il s'agit d'une 
cellule humaine. 

22. Cellule selon la revendication 21 caracterisee en ce qu'il s'agit d'une 
cellule humaine de type retinienne, fibroblaste, myoblaste, hepatocyte, cellule 
endothelials cellule Gliales ou keratynocyte. 

23. Implant comprenant des cellules infectees selon les revendications 20 a 22 
et une matrice extracellulaire. 

24. Implant selon la revendication 23 caracterise en ce que la matrice 
extracellulaire comprend un compose gelifiant choisi de preference parmi le collagene, 
la gelatine, les glucosaminoglycans, la fibronectine, l'agarose et les lectines. 

25. Implant selon les revendications 23 ou 24 caracterise en ce que la matrice 
extracellulaire comprend egalement un support permettant l'ancrage des cellules 
infectees. 

26. Implant selon la revendication 25 caracterise en ce que le support est 
constitue preferentiellement par des fibres de polytetrafluoroethylene. 



